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POVZETEK 
Citrus je najbolj razširjen rod agrumov iz družine rutičevk. Predstavniki imajo velik pomen 
v parfumski industriji, kjer predstavljajo vir številnih aromatičnih spojin s citrusnim vonjem. 
Citrusi so namenjeni zlasti proizvodnji soka, uporabljajo pa jih tudi v prehrambni in drugi 
industriji za izboljšanje okusa. Tradicionalno je pridobivanje citrusnih eteričnih olj s hladnim 
stiskanjem njihovih lupin. Glavna sestavina eteričnih olj limone in pomaranče je neoksidiran 
monoterpenski derivat, limonen. Ta deluje šibko protibakterijsko, protivirusno, 
antioksidativno in ima rahle insekticidne lastnosti. 
V eksperimentalnem delu naloge smo se najprej lotili destilacije eteričnega olja Citri 
aetheroleum iz leta 1985, ki je bilo shranjeno na Katedri za farmacevtsko kemijo. Posamezne 
frakcije smo ovrednotili s tankoplastno kromatografijo in na ta način določili ustrezno 
mobilno fazo za kolonsko kromatografijo. Organoleptično smo preverili razlike v vonju in 
barvi med posameznimi frakcijami. Sedem frakcij je imelo citrusni vonj, le osma je bila zelo 
viskozna tekočina neprijetnega vonja. Sestavine izbranih treh frakcij smo dodatno ločevali s 
kolonsko kromatografijo. Sledilo je pridobivanje izvlečkov iz svežih lupin limon in 
pomaranč po treh različnih postopkih: z ročnim stiskanjem, ekstrakcijo z etilacetatom in 
destilacijo z vodno paro.  
S plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo, smo nato analizirali sestavo 
vseh frakcij, pridobljenih z destilacijo, kolonsko kromatografijo in sveže pridobljene 
izvlečke limon in pomaranč ter jo primerjali s sestavo Citri aetheroleum. Največji delež, nad 
90 % limonena, so imele začetne frakcije eteričnega olja, ki smo jih izolirali z destilacijo. V 
kasnejših frakcijah, 6, 7 in 8, sta bila najpogostejša monoterpenoida karvon in limonen-1,2-
diol, ki sta bolj polarna in manj hlapna. Sveže izolirana eterična olja so se po sestavi precej 
razlikovala od eteričnega olja iz leta 1985. Najbolj pogoste spojine pa so bile tudi v teh 
vzorcih limonen, karvon, citral in limonen-1,2-diol. Do razlik je lahko prišlo zaradi različnih 
metod izolacije eteričnega olja in reakcij, ki so potekale v več kot treh desetletjih med 
shranjevanjem. 
 
Ključne besede: eterično olje, limonen, pridobivanje citrusnih eteričnih olj, sestava 
citrusnih eteričnih olj 
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ABSTRACT 
Citrus is the most extended genus of citrus fruits in the Rutaceae family. Representatives 
have a huge impact in perfume industry, where they represent a source to numerous aroma 
compounds with citrus notes. Citruses are especially used in the production of juice, but they 
also have a big role in food and other industries to improve the taste. For many centuries the 
main method to produce citrus essential oils was cold pressing and it is still used to this day. 
The main compound of lemon and orange essential oils is unoxidized monoterpene derivate, 
limonene. Limonene works mildly antibacterial, antivirus, antioxidant and it has mild 
insecticide properties.  
We started our experimental part with distillation of essential oil, named Citri aetheroleum 
from 1985, which was kept at the Department of pharmaceutical chemistry, Faculty of 
Pharmacy. We assessed fractions with thin-layer chromatography and determined the mobile 
phase, suitable for column chromatography. We also checked and described differences in 
the smell and colour of individual fractions. Seven of eight fractions had citrus smell, the 
last one was viscous liquid with unpleasant odour. The ingredients of three chosen fractions 
were further separated with column chromatography. Next, we prepared extracts from fresh 
peels of lemons and oranges with three different procedures: by hand pressing, extraction 
with ethyl acetate and water vapour distillation.  
By gas chromatography coupled with mass spectrometry we analysed the composition of all 
fractions produced with distillation and column chromatography, and freshly prepared 
extracts of lemon and orange. We compared them with the composition of Citri aetheroleum. 
The highest percentage, above 90% of limonene, had the most volatile fractions obtained by 
distillation. In later fractions 6, 7 and 8 the most frequent compounds were monoterpenoids 
carvone and limonene-1,2-diol, more polar and less volatile compounds. Freshly prepared 
extracts differed significantly from the essential oil from 1985. The most common 
compounds in this samples were also limonene, carvone, citral and limonene-1,2-diol. 
Differences probably resulted from different methods of isolation and the reactions that took 
place during more than three decades of storage. 
Key words: essential oil, limonene, extractions methods for citrus essential oils, 
composition of citrus essential oils 
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SEZNAM KRAJŠAV IN KRATIC 
2,4-DNFH 2,4-dinitrofenilhidrazin 
EO   eterično olje 
GC-MS plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
Rf  retardacijski faktor  
TLC  tankoplastna kromatografija 
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1 UVOD 
1.1 Parfumi 
S širšim izrazom parfum označujemo vse dišeče tekočine, ki jih kot kozmetične izdelke 
uporabljamo z namenom odišavljanja telesa ter za prikrivanje neprijetnega vonja sestavin. Z 
ožjim izrazom pa so parfumi etanolne raztopine, sestavljene iz 15−30 % aromatičnih snovi 
in 70−85 % absolutnega etanola. Poznamo še parfumske vode (Eaux de parfum), toaletne 
vode (Eaux de toilette) in kolonjske vode (Eaux de Cologne). Parfumska voda ima 10–20 % 
(navadno 15 %) aromatičnih sestavin ter 90 % etanola. Ta je namenjena zlasti ženskam. 
Najbolj pogosta vrsta kozmetičnih izdelkov za odišavljanje pa je toaletna voda, katere vonj 
je srednje obstojen in je cenovno bolj dostopna. Je etanolno-vodna raztopina iz 5–15 % 
(navadno 10 %) aromatičnih sestavin in 90 % etanola. Najmanjši delež aromatičnih sestavin 
ima kolonjska voda. Delež je 3–8 % (navadno 5 %), vsebuje pa 70–90 % etanola. Kolonjska 
voda je namenjena zlasti moškim. Parfumske kreme in geli pa vsebujejo le 5–10 % 
aromatičnih sestavin (1). 
Parfume izdelujejo kozmetična podjetja, parfumske hiše, kjer delajo parfumerji, kemiki, 
svetovalci parfumerjem, vodje marketinga in drugi strokovnjaki (2). Za njihovo izdelavo 
uporabijo eterična olja (EO), absolute, konkrete, rezinoide, smole ter izločke živali in rastlin 
(1). 
Parfumi, kot etanolne raztopine, imajo značilno piramidno trinotno zgradbo. Zgornja noto 
predstavlja običajno 15−25 % aromatičnih snovi, ki so zelo hlapne, zato se razdišijo v dveh 
urah po nanosu. Gre za sveže in živahne vonje, kot so vonji citrusov in sadja. Srednjo noto, 
kot so vonj jasmina, vrtnice in rožmarina, zaznamo, ko se razdiši zgornja nota. Le-ta 
predstavlja srce parfuma in jo sestavljajo srednje hlapne aromatične sestavine, ki jih je v 
parfumu 30−40 %. Njihov vonj traja 2−6 ur. Delež aromatičnih snovi v spodnji noti pa je 
40−55 %. Vsebujejo tudi težje hlapne fiksative, na primer ekstrakte hrastovega lišaja, 
balzame in smole (3). Spodnjo noto tvorijo manj hlapne aromatične sestavine in predstavlja 
zadnjo stopnjo vonja, ki ga zaznamo, ko se parfum že posuši (2). 
1.1.1 Razdelitev vonjev glede na njihovo naravo (1) 
▪ Cvetni vonji: vonj vrtnice, jasmina, naglja 
▪ Citrusni vonji: vonj limone, pomaranče, bergamotke, grenivke, mandarine 
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▪ Zeleni vonji: vonj gardenije, kumaric 
▪ Sadni vonji: vonj jabolka, jagode, ananasa, maline, robide 
▪ Začimbni vonji: vonj cimeta, klinčkov, muškatnega oreščka 
▪ Vonji lesnih lišajev: vonj hrastovega lišaja 
▪ Orientalski vonji (balzamični in vaniljevi vonji): vonj tonke, benzoina 
▪ Živalski vonji: vonj mošusa, cibeta, ambre, bobrovine 
▪ Aldehidni vonji: vonj aldehidov C7-C12 
Za izdelavo parfuma aromatične sestavine in pomožne snovi, kot so modifikatorji vonja ter 
fiksativi, raztopimo v topilu. Nato izdelek pustimo zoreti na temnem in hladnem mestu. Med 
zorenjem potekajo različne kemijske reakcije, kot reagenti vanje vstopajo zlasti aldehidi. 
Nastanejo Schiffove baze in razni produkti kondenzacij z drugimi molekulami s karbonilno 
skupino, alkoholi in derivati karboksilnih kislin. Te reakcije vplivajo na vonj parfumov. Po 
približno enemu mesecu jih filtriramo in napolnimo v vsebnike (1, 4). 
1.1.2 Stabilnost in shranjevanje parfumov 
Vonj parfumov se lahko spremeni tudi zaradi vplivov zračnega kisika, svetlobe, povišane 
temperature in vlage, kar vodi do oksidacij, hidroliz, polimerizacij, kondenzacij in drugih 
kemijskih reakcij (1). Parfumi so reaktivni, ker vsebujejo organske spojine z reaktivnimi 
funkcionalnimi skupinami, kot so ketoni, aldehidi, estri, amidi in alkeni, zato je pomembno, 
da prestanejo teste stabilnosti, ki vključujejo shranjevanje pri visoki temperaturi in obsevanje 
z močno svetlobo (2). Nestabilnost parfumov se kaže v razbarvanju izdelka, izgubi 
intenzitete ali spremembi vonja. Svetloba te procese pospeši, zato je priporočeno, da parfume 
polnimo v ustrezne vsebnike in jih shranjujemo v hladnem in temnem prostoru (1, 3). 
1.1.2 Aromatične snovi 
Aromatične snovi so lahko naravnega, bodisi sestavine rastlinskih drog ali izločkov živalskih 
žlez, ali pa sinteznega in polsinteznega izvora. Rastlinska droga je svež ali posušen rastlinski 
material. Iz cvetov, listov, plodov, korenin, lesa, zeli, semen in smol pridobivamo izvlečke 
aromatičnih snovi, kot so EO, konkreti, absoluti in rezinodi. Iz živalskih virov so pridobivali 
dišave, kot so ambra, mošus, bobrovina in cibet. Ti delujejo tudi kot fiksativi − upočasnijo 
izhlapevanje parfuma. Danes je njihova uporaba prepovedana zaradi zaščite živali, zamenjali 
so jih s sinteznimi spojinami enakega vonja. Sintezne aromatične spojine glede na kemizem 
razdelimo na hlapne alifatske ogljikovodike, alkohole, ketone, estre, fenole in aldehide. 
Približno tretjina sinteznih aromatičnih spojin je aromatskih. Med njimi so pogoste kisline, 
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alkoholi, aldehidi, amidi, amini, estri, imini, ketoni, nitrili, fenoli, tioli in sulfidi. Polsintezne 
aromatične spojine so derivati naravnih spojin, ki jih kemijsko modificiramo, da 
spremenimo/izboljšamo njihove lastnosti. Mednje uvrščamo acetate, propionate, formiate in 
druge estre citronelola, linalola, gerniola (1). Prednosti sinteznih aromatičnih spojin so, da 
je manj težav s proizvodnjo in dobavo, kakovost je navadno lažje nadzorovati, pogosto je 
tudi cena nižja (2).  
1.2 Eterična olja 
EO so dišeči izdelki, ki se pridobivajo iz rastlinskega materiala (plodovi, cvetovi, lubje, les, 
iglice, listi, poganjki, korenine) z destilacijo, tako suho kot z vodno paro, ali pa ustreznim 
mehanskim postopkom brez segrevanja (1, 5). Praviloma so hlapne tekočine izrazitega vonja 
in navadno pekočega okusa. Topna so v manj polarnih organskih topilih (6). Zaradi izrazite 
lipofilnosti sestavin v vodi niso topna ter imajo v veliki večini primerov manjšo gostoto od 
le-te (5). 
V naravi imajo EO pomembno vlogo. EO se sintetizirajo, zbirajo in shranjujejo v 
specializiranih histoloških strukturah, sekretornih žlezah (7). Po eni strani rastline varujejo 
pred bakterijami, virusi, glivami, insekti in rastlinojedci. Po drugi strani pa privabljajo 
žuželke z namenom raznašanja semen in cvetnega prahu (8).  
1.2.1 Sestava eteričnih olj 
EO so zmesi spojin, ki jih na osnovi kemijske strukture razdelimo v tri skupine: terpene, 
terpenoide in fenilpropanoide. V EO so zlasti monoterpeni, monoterpenoidi, seskviterpeni 
in seskviterpenoidi. Med terpene uvrščamo ogljikovodike z značilno strukturo, formalno 
zgrajeno iz dveh ali več izoprenskih enot. Med derivate terpenov – terpenoide – pa uvrščamo 
terpenske alkohole, aldehide, kisline, ketone, estre in etre. Oboji so lahko aciklični, mono-
ali bi-ciklični. V skupino terpenoidov uvrščamo tudi karotenoide, retinoide in tokoferole (6). 
Terpene delimo glede na število izoprenskih enot. Monoterpeni so zgrajeni iz 2 izoprenskih 
enot (2 × C5) in imajo molekulsko formulo C10H16. To so D-limonen, α-pinen, sabinen, 
mircen, γ-terpinen in p-cimen. Monoterpenski alkoholi so na primer geraniol in linalol, oba 
imata empirično formulo C10H18O. Citral in citronelal sta najpogostejša monoterpenska 
aldehida. Primera derivatov monoterpenov s karbonilno skupino sta kafra in karvon. 
Seskviterpeni so zgrajeni iz treh izoprenskih enot in imajo molekulsko formulo C15H24. 
Mednje sodi β-kariofilen. Med sekviterpenoide uvrščamo razne derivate sekviterpenov, kot 
sta α-bisabol in kariofilenoksid (7).  
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Fenilpropanoidi so aromatske spojine, pri katerih je na benzenov obroč vezana propenska 
veriga. Drugi substituenti na aromatu so alkilne, alkoksi in hidroksilne skupine. Biosinteza 
poteka iz fenilalanina oziroma tirozina preko derivatov cimetne kisline. Najbolj pogosti v 
EO so cimetni alkohol, miristicin, safrol, evgenol in apiol (9). 
Za EO je značilno, da vsebujejo dve ali tri spojine, katerih delež skupaj znaša 20−70 % vseh 
spojin, drugih spojin je manj. Prav spojine, ki so v večjih deležih, najbolj določajo fizikalne 
in biološke lastnosti EO (8). 
1.2.2 Uporaba eteričnih olj 
EO uporabljamo za odišavljanje in prikrivanje vonja sestavin kozmetičnega izdelka. Med 
bolj in manj izraženimi biološkimi učinki je pogosto protibakterijsko, protivirusno, 
protivnetno in antioksidativno delovanje. Zaradi protimikrobnega delovanja jih uporabljamo 
tudi kot kokonzervanse. Kot edini konzervas namreč ni učinkovit v koncentraciji spremeljivi 
za kožo, zaradi nezaželenih učinkov, zato EO kombiniramo s sinteznimi konzervansi. 
Neželeni učinki, ki se največkrat pojavijo pri uporabi EO, so draženje kože, alergijske 
reakcije in fototoksičnost. Za fototoksičnost so v največji meri odgovorni furanokumarini. 
Sporna so zlasti stara EO, najpogosteje agrumov in iglavcev, ki so najverjetneje delno 
oksidirala. EO zato hranimo v vsebnikih iz temnega stekla in v hladilniku (5). Zaželeno je 
tudi, da so vsebniki napolnjeni do vrha ter zrakotesno zaprti (10). Trenutno poznamo okoli 
3000 EO, od tega se jih 300 uporablja zlasti v farmaciji, agronomiji, prehrambni in 
kozmetični industriji ter tudi v zobozdravstvu in aromaterapiji (8). 
1.2.3 Metode za pridobivanje naravnih aromatičnih izvlečkov  
Izbira metode za pridobivanje aromatičnih izvlečkov je odvisna od vsebnosti aromatične 
spojine v rastlini in od razpoložljivosti delov rastline (6). Metode lahko razdelimo v dve 
skupini: konvencionalne/klasične in inovativne/napredne metode. Uporaba napredne metode 
omogoči bolj učinkovit način pridobivanja izvlečkov. Napredna metoda ima namreč krajši 
čas pridobivanja izvlečkov kot klasična, manjšo uporabo topil in posledično pridobiva 
čistejše produkte (7). 
a. Destilacija z vodno paro   
Pri tem postopku segrevamo rastlinsko drogo in z uvajanjem vodne pare pridobimo EO. Le-
tega ločimo od aromatične vode (hidrolata), ker se v njej ne meša (6). Metodo uporabimo, 
ko so aromatične sestavine termostabilne. Destilacija z vodno paro je najbolj uporabna 
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metoda, saj je preprosta in poceni. Destilacija poteka pri visoki temperaturi, zato  je sestava 
EO lahko drugačna kot v sveži rastlini (5).  
b. Hladno stiskanje  
Hladno stiskanje je mehanski postopek za pridobitev EO iz lupin, najpogosteje citrusov. 
Primeren je tudi za pridobivanje termolabilnih aromatičnih sestavin (1). Med ekstrakcijo 
oljni mešički, ki so na zunanji strani albeda (bel del lupine), počijo in izločijo se hlapne 
komponente. Nastane zmes soka citrusa in EO, ki ga s centrifugiranjem ločimo od soka (7). 
c. Enfleraža  
Enfleraža sodi med starejše metode, ki jo danes zaradi visoke cene za industrijsko 
proizvodnjo le redko uporabljamo. Primerna je zlasti za pridobivanje aromatičnih snovi iz 
občutljivih delov rastlin, kot so cvetovi jasmina in vrtnic. Tradicionalno so le-te ekstrahirali 
v živalski maščobi (svinjska mast, goveji loj), danes pogosteje uporabljamo prečiščeno zmes 
trigliceridov. Pri topli enfleraži ali maceriranju pa ekstrahiramo v segreto živalsko maščobo. 
Dobimo pomado, iz katere lahko pripravimo absolut z etanolno ekstrakcijo (5, 6). 
d. Ekstrakcija z organskim topilom 
Ekstrakcija s topili je primerna za pridobivanje termolabilnih aromatičnih snovi in tistih z 
visokim vreliščem. Pri metodi uporabimo organska topila, kot so butan, pentan, heksan, 
petroleter. Po ekstrakciji nastane konkret. Ta vsebuje hlapne spojine, voske in druge lipide 
ter ga lahko neposredno uporabimo za izdelavo parfumov ali pa ekstrahiramo z etanolom, 
da dobimo absolut. Slabost tako pridobljenih izvlečkov je vsebnost nečistot, zlasti ostankov 
organskih topil (5). 
e. Ekstrakcija s superkritičnimi fluidi 
Je novejša metoda, ki je primerna za pridobivanje termolabilnih aromatičnih snovi. Pri 
ekstrakciji uporabimo superkritični fluid, največkrat je to ogljikov dioksid, ki je nereaktiven, 
netoksičen in priznan kot varen (9). Ko spreminjamo tlak in temperaturo, se ogljikovemu 
dioksidu spremenijo lastnosti, na primer polarnost. Posledično lahko izvedemo selektivno 
ekstrakcijo posameznih spojin, tako lipofilnih kot tudi hidrofilnih in nehlapnih. Ta metoda 
da zelo čiste izvlečke, katerih vonj je najbolj podoben vonju sveže rastline (5, 6). 
f. Ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka 
Pri tej metodi rastlinsko drogo potopimo v vodo ali drugo topilo in sočasno izpostavimo 
ultrazvoku, frekvence med 20 kHz in 1 MHz. Ultrazvok inducira mehanske vibracije, ki 
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povzročijo hitro izločanje EO iz stene in membrane rastlinske celice v drogi v obliki kapljic. 
Ekstrakcija s pomočjo ultrazvoka je tako izredno učinkovita metoda, saj je hitra in cenejša 
kot ekstrakcija s superkritičnimi fluidi. Primerna je tudi za termolabile snovi (7, 11). 
1.3 Limonovec 
Limonovec (Citrus limon (L.) Osbeck) je majhno zimzeleno drevo, katerega izvor je neznan. 
Najverjetneje izvira z juga Kitajske in jugovzhodne Azije. Nasadi limonovca so pogosti v 
Sredozemlju, še posebej na jugu Italije in Francije, v Španiji, na Portugalskem, v Turčiji in 
Izraelu (9). Limonovec ima cele, usnjate liste ter rumene plodove, limone, kot jih vidimo na 
Sliki 1. Sodi v družino rutičevk (Rutaceae). Limonina lupina je sestavljena iz dveh delov, 
zunanji rumeni del – flavedo in notranji beli del – albedo (5). V lupini limone najdemo 
beljakovine, maščobe, ogljikove hidrate, vlaknine, minerale, organske kisline (zlasti 
citronsko kislino, najdemo tudi jabolčno in kavno kislino) ter vitamin C in druge vodotopne 
vitamine. Od sedmih različnih flavonoidov, ki jih vsebuje, prevladuje hesperidin (9). 
 
Slika 1: Limona 
1.3.1 Eterično olje limone 
Citrusi so namenjeni zlasti proizvodnji soka, uporabljajo pa jih tudi v prehrambni industriji, 
pri konzerviranju in proizvodnji marmelade, v kemični industriji za pridobivanje 
flavonoidov in EO (12). 
EO limone ne vsebuje samo hlapnih komponent, temveč tudi okrog 8 % nehlapnih sestavin. 
Je svetlo rumena do zeleno rumena bistra tekočina, svežega, sladko-sadnega vonja (9). 
Glavna sestavina EO je D-limonen, neoksidiran monoterpenski derivat (13). 
EO iz lupine, pridobljeno s hladnim stiskanjem, se uporablja v hrani kot korigens okusa. V 
farmacevtskih izdelkih z njim prekrijemo neprijeten vonj drugih sestavin. V parfumeriji 
predstavlja bazo številnih aromatičnih zmesi, ki se uporabljajo v kozmetičnih izdelkih (14). 
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EO limone deluje blago protimikrobno, v primerjavi z drugimi citrusnimi EO pa srednje 
močno antioksidativno. Zaradi vsebnosti D-limonena se mu pripisuje tudi protirakavo 
delovanje, ki pa v vrednotenju na celicah in vitro ni bilo nedvoumno potrjeno. O 
fototoksičnih učinkih ni poročil ne za hladno stiskana EO kot tudi ne za EO, pridobljena z 
destilacijo (9). 
1.4 Pomarančevec 
Pomarančevec (Citrus sinensis L.) (Slika 2) je srednje visoko drevo z ozkimi vejami. Ima 
srednje velike zašiljene liste. Pomarančevec cveti z belimi cvetovi. Plodovi pomaranče so 
okrogli ali ovalni ter oranžne barve. V pomarančah najdemo tudi bela semena. Najverjetneje 
je domovina pomaranč podobno kot limon južna Kitajska in polotok Indokina. Gojijo ga v 
tropskih in subtropskih območjih (9). 
 
Slika 2: Pomarančevec 
1.4.1 Eterično olje pomaranče 
EO iz lupine pomaranč uporabljamo v prehrambni industriji, farmacevtskih in kozmetičnih 
izdelkih ter aromaterapiji zaradi njegovega vonja (15). Je bistra, rumeno do oranžno-rjava 
tekočina s svežim citrusnim vonjem (14). Flavonoide, ki jih vsebuje, izolirajo in uporabijo 
kot prehransko dopolnilo za lajšanje raznih težav (boleče noge, krvožilne bolezni). EO deluje 
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šibko protiglivično in antioksidativno (9). Izkoriščajo ga tudi kot »zeleno« topilo. To je 
okolju prijazno topilo, ki je večinoma pridobljeno s predelavo kmetijskih kultur. Uporablja 
se v laboratorijih, ki delujejo pod principom zelene kemije, z namenom zmanjšanja 
škodljivih učinkov na okolje (16). 
1.5 Pridobivanje eteričnega olja iz citrusov 
EO iz lupin citrusov so večinoma stranski produkti proizvodnje soka citrusov. V preteklosti 
so bila citrusna EO pridobljena z ročnim stiskanjem v glineno posodo, na katero je bila 
pritrjena spužva (9). Danes se to uporablja naprava, ki preluknja lupino in žleze ter sprosti 
EO. Nato ga speremo z vodo in ločimo iz nastale emulzije s centrifugiranjem (17).  
1.6 Limonen 
Drugo ime: D-Limonen, (+)-Limonen, (R)-p-menta-1,8-dien, (4R)-1-metil-4-(1-
metiletenil)cikloheksan 
IUPAC ime: 1-metil-4-(1-metiletenil)cikloheksen ( (R)-, (S)-, (±)- oblike) 
Molekulska formula: C10H16 
Molekulska masa: 136,238 g/mol 
Tališče: −74 °C (S); −96,9 °C (R) 
Vrelišče: 177,6 °C 
Topnost (25 °C): 13,8 mg/L v H2O 
Parni tlak (20 °C): 0,19 kPa 
Log Kow: 4.57 
Limonen (Slika 3), glavna sestavina EO lupine limone in pomaranče, je cikličen monoterpen 
z empirično formulo C10H16, ki ima močen vonj po limoni. Je pomembna dišava v 
kozmetični industriji, vedno več pa se ga uporablja tudi kot »zeleno« topilo v industrijske 
namene. Deluje šibko protibakterijsko, protivirusno, antioksidativno in ima rahle 
insekticidne lastnosti (18,19, 20). 
  
Slika 3: Kemijska struktura D-limonena (9) 
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2 NAMEN DELA 
Namen diplomskega dela je proučevanje sestave EO Citri aetheroleum iz leta 1985 z 
različnimi metodami, kot so tankoplastna kromatografija (TLC), kolonska kromatografija in 
plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (GC-MS). Sestavo dobrih trideset 
let starega EO bomo primerjali z izvlečki limone in pomaranče, ki jih bomo pridobili po treh 
različnih postopkih. Pri primerjavi bomo pozorni zlasti na vsebnost limonena v ekstraktih in 
posameznih frakcijah EO.  
Zaradi kompleksne sestave EO Citri aetheroleum bomo izvedli njegovo ločevanje s pomočjo 
destilacije pri znižanem tlaku in ločili posamezne frakcije glede na interval vrelišča. S TLC-
analizo bomo določili ustrezno mobilno fazo za kolonsko kromatografijo. Analizirali bomo 
vse frakcije, dobljene z destilacijo Citri aetheroleum, ter jih primerjali s sestavo standarda 
(Citri aetheroleum) s pomočjo TLC-analize. S kolonsko kromatografijo bomo skušali iz 
izbranih frakcij (najbolj in najmanj hlapna frakcija in ena izmed vmesnih frakcij) izolirati 
posamezne sestavine.  
Izolacije EO se bomo lotili iz svežih lupin limon in pomaranč z destilacijo z vodno paro in 
z ročnim stiskanjem lupin. Prav tako bomo pripravili izvlečke iz svežih lupin limon in 
pomaranč z ekstrakcijo z etilacetatom. Vse produkte bomo ovrednotili s TLC. EO in vse 
posamezne frakcije bomo ovrednotili tudi s GC-MS. Prav tako bomo organoleptično 
ugotavljali razlike v vonju in barvi dobljenih frakcij, saj sta ta dva parametra ključnega 
pomena pri izdelavi parfumov.   
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
Reagenti in topila 
Uporabljali smo topila (dietileter, diklorometan, etilacetat, heksan) proizvajalcev: PanReac 
AppliChem ITW reagents, Carlo Erba, Merck. 
Aparatura in laboratorijska oprema 
Standardna laboratorijska oprema: rotavapor Bṻchi R114 in R-205, UV svetilka, analizna 
tehtnica Kern E6, tehtnica Exacta 610EB in magnetno mešalo.  
Rastlinski material 
Uporabili smo limone in pomaranče (Mercator) in EO Citri aetheroleum, dobavitelja 
Kemofarmacija.  
3.2 Metode 
3.2.1 Destilacija 
Sestavili smo aparaturo za klasično destilacijo z vodno črpalko, kot je na Sliki 4. Vse 
notranje obruse smo namazali s silikonskim mazilom. Približno 100 mL EO Citri 
aetheroleum smo nalili v bučko z magnetnim mešalom in segrevali s pištolo na vroči zrak. 
Zbrali smo 8 frakcij. Prvi dve frakciji smo zbrali v temperaturnem intervalu 50−60 °C. Tretja 
frakcija je bila zbrana pri 70−75 °C. Četrto in peto frakcijo smo zbrali v temperaturnem 
intervalu 75−85 °C. Šesta in sedma frakcija sta bili zbrani pri približno 90 °C, zadnja frakcija 
pa pri 110 °C. 
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Slika 4: Aparatura za destilacijo 
3.2.2 Ekstrakcija z etilacetatom 
Približno 300 g pomaranč in 300 g limon smo oprali s hladno vodo. Rahlo smo jih osušili s 
papirnato brisačo in prerezali napol. Nato smo s pomočjo žlice izdolbli jedra pomaranč in 
limon. Dobljene lupine smo zopet previdno osušili in narezali na drobne koščke (površina 
cca 1 mm2). V 1000-mililitrsko erlenmajerico smo dali tretjino koščkov lupin limon, v drugo 
1000-mililitrsko erlenmajerico pa koščke lupin pomaranč. Obe erlenmajerici smo do vrha 
napolnili z etilacetatom ter pustili čez noč pri sobni temperaturi. Po končani ekstrakciji smo 
trdni ostanek odfiltrirali, filtrat pa v lij ločniku sprali s 500 mL vode. Organsko fazo smo 
sušili z Na2SO4 in nato odstranili topilo z rotavaporjem pri 40 °C in tlaku 200 mbar. 
3.2.3 Destilacija z vodno paro 
Z destilacijo z vodno paro smo pripravili EO limone in EO pomaranče. Približno 300 g 
pomaranč in 300 g limon smo oprali s hladno vodo. Rahlo smo jih osušili s papirnato brisačo 
in prerezali na pol. Nato smo s pomočjo žlice izdolbli jedra pomaranč/limon. Dobljene lupine 
smo zopet previdno osušili in narezali na drobne koščke (površina cca 1 mm2). V 1000-
mililitrsko bučko z obrusom smo dali narezane lupine limone/pomaranče ter dodali toliko 
prečiščene vode, da je ta prekrila vse koščke lupin. Pri temperaturi vrenja smo segrevali 1 
uro, nato sestavili aparaturo za destilacijo in destilirali EO, ki se je skupaj z vodo zbiralo v 
bučki. Z lij ločnikom smo ločili vodno in organsko frakcijo in vodno frakcijo ekstrahirali z 
etilacetatom (50 mL). Združene organske faze smo nato sušili z Na2SO4 in nato odstranili 
topilo z rotavaporjem pri 40 °C in tlaku 200 mbar. 
12 
 
3.2.4 Ročno stiskanje lupin 
Približno 300 g pomaranč in 300 g limon smo oprali s hladno vodo. Rahlo smo jih osušili s 
papirnato brisačo in prerezali napol. Nato smo s pomočjo žlice izdolbli jedra 
pomaranč/limon. Dobljene lupine smo zopet previdno osušili in narezali na četrtine. Lupine 
smo nato stiskali v pesti (Slika 5) in zbirali produkt v viale. Za ločitev vodne in organske 
faze smo dodali dietileter (30 mL) in fazi ločili z lij ločnikom. Organsko fazo smo nato sušili 
z Na2SO4 in odstranili topilo z rotavaporjem pri 40 °C in tlaku 900 mbar. 
 
Slika 5: Mentorjevo ročno stiskanje lupin pomaranče (levo) in ostanek po stisku – zmes pomarančnega soka in EO (desno) 
3.2.5 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija 
Pri analizi spojin in vseh frakcij pridobljenih med eksperimentalnim delom, smo uporabili 
kromatografske ploščice Silica gel 60, F254, proizvajalca Merck, z 0,25 mm nanosom 
silikagela na aluminijastem nosilcu. Uporabljali smo različne mobilne faze, navedene pri 
posameznih eksperimentih. Kot orositveni reagent smo največkrat uporabili 
fosfomolibdensko kislino. 
Kolonska kromatografija 
Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel 60, proizvajalca Merck. Mobilna faza je 
navedena pri posameznih separacijah. 
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3.2.6 Spektroskopska metoda 
Plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
GC-MS smo uporabili za analizo sestave EO Citri aetheroleum in njegovih frakcij 
(pridobljenih z destilacijo) ter izvlečkov iz lupin limon in pomaranč. Uporabili smo plinski 
kromatograf z masnim detektorjem GCMS-QP2010 Ultra, proizvajalca Shimadzu 
Corporation (Kyoto, Japonska). Nepolarna kapilarna kolona, Rxi-5Sil MS, proizvajalca 
Restek (Bellefonte, Pensilvanija, ZDA), je bila dolga 30 m, notranji premer je bil 0,25 mm 
z 0,25 μm debeline nanosa 1,4-bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksana. 
4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 Analiza s tankoplastno kromatografijo 
Najprej smo izvedli TLC EO Citri aetheroleum, da smo ugotovili, katera mobilna faza je 
najbolj primerna za kolonsko kromatografijo. S TLC smo analizirali vse frakcije, dobljene z 
destilacijo Citri aetheroleum, ter primerjali sestavo standarda (Citri aetheroleum) z izvlečki 
limon in pomaranč, pridobljenimi z ekstrakcijo, destilacijo in ročnim stiskanjem.  
Priprava vzorcev 
Vzorce smo pripravili tako, da smo jih redčili v vialah. Dve kapljici posameznega vzorca 
smo odmerili s kapalko in raztopili v 1 mL etilacetata.  
Priprava mobilne faze 
Kot mobilne faze smo uporabili čista organska topila oziroma njihove zmesi. S pomočjo 
pipet smo v stekleno kadičko odmerili približno 15 mL ustrezne mobilne faze. 
Mobilne faze: 
1. etilacetat 
2. dietileter 
3. diklorometan 
4. heksan 
5. etilacetat : heksan = 2 : 1 (v/v) 
6. etilacetat : heksan = 1 : 1 (v/v) 
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7. etilacetat : heksan = 1 : 2 (v/v) 
8. etilacetat : heksan = 1 : 3 (v/v) 
9. etilacetat : heksan = 1 : 9 (v/v) 
10. etilacetat : heksan = 1 : 19 (v/v) 
Kot vidimo na Sliki 6, je bila najboljša mobilna faza etilacetat : heksan = 1 : 9, saj so bile v 
tem primeru lise v spodnjem delu kromatograma in ustrezno ločene med seboj. V ostalih 
primerih je bila mobilna faza preveč polarna, lise so se pojavile v zgornjem delu 
kromatograma, saj so vzorci potovali po kromatogramu preveč navzgor.  
Stacionarna faza:  
Uporabili smo aluminijeve plošče z adsorbiranim silikagelom. Odrezali smo ploščice 
velikosti 10 x 6,5 cm ter nanesli vzorce s kapilaro na štartno črto, 1 cm od spodnjega roba. 
Med vzorci smo pustili razmik približno 1 cm.  
Orositveni reagent:  
Večino TLC-ploščic smo orosili s fosfomolibdensko kislino, ki je lise obarvala modro. Eno 
izmed ploščic smo orosili tudi z raztopino 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH), ki obarva 
lise aldehidov rumeno. Eno ploščico smo orosili s kalijevim permaganatom, eno pa z 
žveplovo (VI) kislino.  
V kadičko smo najprej odmerili mobilno fazo in jo zaprto pustili stati 5−10 minut. Nato smo 
vanjo položili TLC-ploščico z nanešenimi vzorci in pustili, da je mobilna faza potovala do 
približno 0,5 cm pod zgornjim robom. Ploščico smo vzeli iz kadičke, s svinčnikom narisali 
črto, do koder je segla mobilna faza, in jo posušili s fenom. TLC-ploščico smo pogledali pod 
UV lučko in s svinčnikom označili lise. Nato smo jo orosili z orositvenim reagentom in 
posušili s pištolo na vroči zrak, dokler se lise niso prikazale. 
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Slika 6: TLC kromatogrami, pri katerih smo kot mobilno fazo uporabili čisti heksan, etilacetat ter zmes heksana in 
etilacetata v razmerju 9 : 1 
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4.2 Čiščenje frakcij EO Citri Aetheroleum s kolonsko kromatografijo 
Na podlagi kromatogramov TLC frakcij EO Citri 
Aetheroleum, ki smo jih pridobili z destilacijo, smo 
izbrali za čiščenje s kolonsko kromatografijo frakcijo 1, 
saj smo sklepali, da je vsebovala največji delež limonena, 
ter frakciji 6 in 8, kjer smo pričakovali največ aldehida 
citrala in drugih sestavin z večjo molekulsko maso in 
večjo polarnostjo.  
Priprava vzorca: V eno vialo smo natehtali 1,752 g 
frakcije 1, v drugo 3,700 g frakcije6 6 in v tretjo vialo 
3,514 g frakcije 8 ter frakcije v posamezni viali raztopili 
v minimalni količini mobilne faze.  
Mobilna faza: Na začetku smo uporabili enako mobilno 
fazo kot pri TLC-analizi, to je etilacetat : heksan = 1 : 9. 
Po izolaciji spojin z retardacijskimi faktorji (Rf) nad 0,2 
smo mobilno fazo zamenjali z zmesjo etilacetat : heksan 
= 1 : 3. Mobilno fazo smo pri čiščenju frakcij 6 in 8 
zamenjali s čistim etilacetatom po izolaciji spojin z Rf nad 0,3.  
Stacionarna faza: Uporabili smo približno 150 g silikagela (za frakcijo 6 okoli 250 g). 
Silikagel smo z mešanjem s stekleno palčko suspendirali v izbrani mobilni fazi (etilacetat : 
heksan = 1 : 9).   
Na Sliki 7 vidimo aparaturo, ki smo jo uporabili za izvedbo kolonske kromatografije. V 
izbrano kolono smo najprej potisnili majhen košček vate, skoraj do vrha dolili suspenzijo 
silikagela v mobilni fazi in čezenj nasuli tanko plast mivke. S kapalko smo nato enakomerno 
nanesli vzorec ob steni kolone. Zatem smo nalili mobilno fazo in pričeli z eluiranjem. Vzorce 
smo začeli zbirati v oštevilčene epruvete (od 1 naprej), ko smo s fosfimolibdensko kislino 
dokazali modro obarvane lise na TLC-ploščici eluiranega vzorca. Ko se je epruveta napolnila 
do približno ¾, smo začeli zbirati v novo.  
Tekom kolonske kromatografije smo opravljali TLC-analizo vsebin epruvet po enakem 
postopku, kot je naveden v poglavju 4.1 v mobilni fazi, ki je bila uporabljena za kolonsko 
kromatografijo. Kot orositveni reagent smo izbrali fosfomolibdensko kislino. Na podlagi 
Slika 7: Aparatura za kolonsko kromatografijo 
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razvitih kromatogramov TLC smo nato združili vsebine epruvet, ki so vsebovale isto spojino 
in jim odparili topilo pri znižanem tlaku, najprej pri 200 mbar, nato še za 2−3 min pri 150 
mbar. Začetne in vmesene vzorce frakcij smo zavrgli zaradi skoraj neopaznih šibkih lis na 
razvitem kromatogramu TLC. Pri kolonski kromatografiji frakcije 1 smo zbrali 76 frakcij in 
združili vsebine epruvet 4−12, 13−21, 23−35, 45−57, 71−76. Pri čiščenju frakcije 6 smo 
zbrali 116 frakcij in združili združili vsebine epuvet 5−9, 18−23, 24−29, 42−52, 60−69, 
75−88, 110−116. Celotno število zbranih frakcij pri kolonski kromatografiji frakcije 8 je bilo 
76. Vsebine epruvet 4−6, 7−20, 22−26, 27−39, 41−50, 52−62, 73−76 smo združili. 
4.3 Plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo 
Z GC-MS aparaturo smo analizirali 34 vzorcev: EO Citri Aetheroleum, njegove frakcije 1, 
5, 6, 7, 8 (pridobljene z destilacijo), izvlečke limon in pomaranč, pridobljene z destilacijo z 
vodno paro, ekstrakcijo in ročnim stiskanjem ter vzorce, pridobljene s kolonsko 
kromatografijo Citri Aetheroleum. Analizo GC-MS je opravil izr. prof. dr. Damjan Janeš, 
mag. farm., na Katedri za farmacevtsko biologijo.  
Razmere analize: 
▪ Približno 1 mg vzorca v n-heksanu 
▪ Koncentracija vzorcev: 10 µL/mL (heksan) 
▪ Nosilni plin: helij 
▪ Pretok: 1 mL/min (linearna hitrost) 
▪ Način injiciranja: »split« 1 : 100 
▪ Volumen injiciranja: 1 µL 
▪ Čas analize: 60 min 
▪ Začetek snemanja pri 3,0 min 
▪ Vklop filamenta pri 2,8 min 
▪ Temperaturni program: 40→220 °C (3 °C/min) 
Kolona: 
▪ 30 m, Φ = 0,25 mm, df = 0,25 μm 
▪ 1,4-bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksan  
MS: 
▪ Tionskega izvora: 200 °C 
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▪ Tvmesnika: 250 °C 
▪ Tinjektorja: 250 °C 
▪ Način ionizacije: EI 
▪ Energija ionizacije: −70 eV 
▪ Napetost na detektorju: 1 kV 
▪ Frekvenca zajemanja podatkov: 5 Hz 
▪ Območje merjenja Mr: 40–400 m/z  
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentar k destilaciji 
Destilacija je fizikalna metoda za čiščenje in ločevanje sestavin zmesi na osnovi različnih 
temperatur vrelišča posameznih spojin. Če ima spojina nizko temperaturo vrelišča, bo prej 
izhlapela zaradi svoje hlapnosti. Predvidevali smo, da so v EO Citri Aetheroleum najbolj 
hlapni monoterpeni, zato bo njihov delež največji v začetnih frakcijah. Skupna masa začetnih 
frakcij je posledično tudi večja kot skupna masa zadnjih štirih frakcij, kar lahko vidimo v 
Preglednici I. V kasnejših frakcijah so zbrane spojine z večjo molekulsko maso ter višjim 
vreliščem, zlasti seksviterpenoidi.  
Preglednica I: Mase frakcij, dobljenih pri destilaciji Citri aetheroleum 
FRAKCIJA Masa [g] 
1 16,199 
2 26,781 
3 37,035 
4 7,018 
5 15,107 
6 3,945 
7 1,231 
8 11,817 
OPIS VIDEZA FRAKCIJ 
Prvi dve frakciji EO Citri aetheroleum sta bili svetlo rumeni, bistri tekočini z vonjem po 
limoni. Tretja frakcija je bila izrazito rumene barve z vonjem po limoni. Četrta in peta 
frakcija sta bili brezbarvni tekočini s šibkejšim vonjem po limoni. Pri šesti in sedmi frakciji 
se je zopet pojavil rumen odtenek. Šesta in sedma frakcija sta imeli šibek vonj po limoni. 
Osma frakcija pa je bila zelo viskozna, oranžna tekočina neprijetnega vonja. 
5.2 Komentar k analizi tankoplastne kromatografije frakcij EO Citri 
Aetheroleum 
Najboljša mobilna faza je bila zmes etilacetat : heksan = 1 : 9, kajti lise so bile v spodnjem 
delu kromatograma (Rf do 0,4) in med seboj dobro ločene. To je pomembno zaradi uporabe 
iste mobilne faze pri kolonski kromatografiji. Bolj kot so lise na kromatogramu spodaj, daljši 
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čas potovanja bo spojin in bolje se bodo ločile tekom eluiranja. Na drugih kromatogramih 
so bile lise v zgornjem delu, saj je bila mobilna faza preveč polarna.  
Frakcije Citri aetheroleum, pridobljene z destilacijo, smo analizirali s TLC in se na podlagi 
kromatogramov odločili, katere od njih bomo dodatno čistili s kolonsko kromatografijo. 
Večino TLC-ploščic smo orosili s fosfomolibdensko kislino, ki je lise alkoholov, alkenov in 
spojin s karbonilno skupino obarvala modro. Na Sliki 8 vidimo edino ploščico, ki smo jo 
orosili z 2,4-DNFH. Ta obarva lise rumeno, saj z njim reagirajo spojine s karbonilno 
skupino, aldehidi in ketoni, nastanejo obarvani imini. Sklepamo, da je bila v šesti, sedmi in 
osmi frakciji večja vsebnost aldehidov, na primer citrala, saj so bile lise močneje rumeno 
obarvane. 
 
Slika 8:TLC kromatogram frakcij EO Citri Aetheroleum (pridobljenih z destilacijo) orošen z 2,4-DNFH 
Kot orositveni reagent smo uporabili tudi kalijev permaganat, ki reagira z alkeni, alkini in 
karbonilnimi spojinami. Eno ploščico pa smo orosili z žveplovo (VI) kislino. Žveplova (VI) 
kislina je zelo higroskopna, iz organskih snovi lahko odstrani vodo, tako da ostane rjavo 
obarvan preostanek (Slika 9).  
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Slika 9: TLC kromatogram  frakcij EO Citri Aetheroleum (pridobljenih z destilacijo) orošen z žveplovo (VII) kislino 
Iz razvitih kromatogramov v mobilni fazi etilacetat : heksan = 1 : 9 smo izračunali Rf za 
posamezno liso vsake frakcije po naslednji formuli: Rf = 
𝑝𝑜𝑡 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒
𝑝𝑜𝑡 𝑡𝑜𝑝𝑖𝑙𝑎
 . Prvih pet frakcij je 
imelo izrazito liso z Rf 0,30. Pri šesti frakciji so se pojavile tri močneje obarvane lise, katerih 
Rf so bili 0,30; 0,34 in 0,40. Pri sedmi frakciji sta bili prisotni dve lisi (Rf1 0,34; Rf2 0,40). 
Osma frakcija je imela eno liso z Rf 0,40. 
5.3 Komentar h kolonski kromatografiji 
Izbrane frakcije EO Citri aetheroleum, pridobljene z destilacijo, smo dodatno očistili s 
kolonsko kromatografijo. Odločili smo se za dodatno čiščenje frakcije 1, saj smo sklepali, 
da so tam najbolj hlapne sestavine EO, ter frakciji 6 in 8, kjer so bile zbrane najmanj hlapne 
snovi. Zbrali smo 76 frakcij pri kromatografiji frakcij 1 in 8 ter 116 frakcij pri čiščenju 
frakcije 6. Vse smo analizirali s TLC. Na podlagi dobljenih kromatogramov smo združili 
vsebine epruvet glede na podobnost sestave. Vsi vzorci, pridobljeni s kolonsko 
kromatografijo, so bili brezbarvni, razen vzorcev v epruvetah 110−116 frakcije 6, ki so bili 
rahlo rumenkaste barve. 
Preglednica II: Mase vzorcev v epruvetah frakcije 6 (po kolonski kromatografiji) 
Vzorci v epruveti po kolonski kromatografiji Masa vzorcev v 
epruvetah [g] 
Rf lise 
5−9 0,609 0,41 
18−23 0,077 0,35 
24−29 0,238 0,25 
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42−52 0,326 0,60 
60−69 0,412 0,44 
75−88 0,175 0,31 
110−116 0,714 0,54 
Preglednica III: Mase vzorcev v epruvetah frakcije 8 (po kolonski kromatografiji) 
Vzorci v epruveti po kolonski kromatografiji Masa vzorcev v 
epruvetah [g] 
Rf lise 
4−6 0,18 0,47 
7−20 0,63 0,41 
22−26 0,21 0,30 
27−39 0,63 0,65 
41−50 0,42 0,57 
52−62 0,97 0,40 
73−76 0,19 0,71 
Pri kolonski kromatografiji smo združevali vsebine epruvet s podobno sestavo. Po 
oroševanju s fosfomolibdensko kislino so se pojavile lise, ki so se razlikovale po intenziteti. 
Rf najbolj izrazitih lis lahko vidimo v Preglednicah II in III. Čeprav smo ločevali frakcije, 
ki smo jih predhodno dobili z destilacijo, in so vsebovale manj spojin kot EO, pa nam 
popolnoma čistih frakcij ni uspelo izolirati. V večini primerov smo imeli eno izrazito liso, 
okrog nje pa so bile šibkejše, ki so predstavljale po fizikalno-kemijskih lastnostih podobne 
spojine. V določenih primerih sta se pojavili dve ali celo tri približno enako izrazite lise. 
Sestavo vzorcev v epruvetah smo analizirali z GC-MS. Rezultati kažejo, da smo dobili 
največ 92-odstotno čisto frakcijo, saj to je bil najvišji delež ene spojine v frakciji.  
5.4 Komentar k plinski kromatografiji, sklopljeni z masno spektrometrijo 
Analizo 34 vzorcev: EO Citri Aetheroleum, njegovih frakcij 1, 5, 6, 7, 8, dobljenih z 
destilacijo, vseh vzorcev, dobljenih s kolonsko kromatografijo, izvlečkov limon in 
pomaranč, izoliranih z destilacijo z vodno paro, ekstrakcijo in ročnim stiskanjem, smo 
opravili s GC-MS. Masne spektre spojin smo identificirali s primerjavo s spojinami v 
podatkovni GC-MS knjižnici FFNSC 3 in NIST14. Rezultate smo predstavili v tabeli, kjer 
smo navedli imena spojin, njihov retencijski čas in jih razvrstili po deležu spojine v vzorcu 
(%). Ker imajo vzorci, izvlečki in frakcije zelo kompleksno sestavo, nekaterih spojin ni v 
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knjižnicah in so ostale neidentificirane. V tabelo smo vnesli spojine, katerih vsebnost v 
vzorcu je bila več kot 0,25 %.  
Preglednica IV: Podatki GC-MS analize EO Citri aetheroleum in frakcij, pridobljenih z njegovo destilacijo 
Frakcija/ EO Površina pod 
vrhom [%] 
Retencijski čas 
[min]  
Spojina  
Citri aetheroleum 89,62 14,87 limonen 
 1,94 14,62 p-cimen 
 1,74 12,44 β-pinen  
 0,96 19,99 (Z)-menta-2,8-dien-1-ol  
 0,90 19,79 limonenoksid 
 0,57 29,65 limonen-1,2-diol 
 0,50 10,50 α-pinen 
 0,47 25,03 karvon 
 0,45 26,15 citral 
 0,40 23,91 karveol 
 0,38 12,23 sabinen 
 0,37 19,28 (E)-menta-2,8-dien-1-ol 
 0,35 22,82 dihidrokarveol 
frakcija 1 Citri 
aetheroleum 
91,35 14,87 limonen 
 2,91 12,43 β-pinen 
 
2,04 14,62 p-cimen 
 
1,15 10,50 α-pinen 
 
0,61 12,23 sabinen 
 
0,58 19,79 (Z)-limonenoksid 
 
0,58 20,00 (E)-limonenoksid 
frakcija 5 Citri 
aetheroleum 
90,22 14,86 limonen 
 
2,22 14,61 p-cimen 
 
1,91 19,78 (Z)-limonenoksid 
 
1,64 19,98 (E)-limonenoksid 
 
0,62 12,43 β-pinen 
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0,48 25,01 karvon 
 
0,43 19,26 (E)-menta-2,8-dien-1-ol  
 
0,42 22,96 ment-3-en-7-al 
 
0,40 23,90 (E)-karveol 
 
0,30 24,51 (Z)-karveol 
frakcija 6 Citri 
aetheroleum 
16,19 25,03 karvon 
 
12,38 14,81 limonen 
 
12,11 29,65 tetradec-7-en-2-on 
 
8,24 20,00 (E)-limonenoksid 
 
7,57 23,91 karveol 
 
2,92 18,25 linalol 
 
2,30 22,44 izokarveol 
 
1,76 16,83 (Z)-linaloloksid  
 
1,69 26,51 karvonoksid 
 
1,68 19,28 menta-2,8-dien-1-ol  
 
1,39 14,62 p-cimen 
 
1,34 21,00 (E)-karveol  
 
1,09 17,59 (E)-linaloloksid 
 
1,09 24,53 (Z)-karveol 
 
1,04 27,12 izopulegilacetat 
 
0,88 19,47 etilcikloten 
 
0,67 19,79 (Z)-limonenoksid  
 
0,50 24,78 (Z)-citral 
 
0,39 20,16 pinokarveol 
frakcija 7 Citri 
aetheroleum 
35,20 25,03 karvon 
 
14,20 29,65 limonen-1,2-diol 
 
11,62 23,92 karveol 
 
6,84 26,51 karvonoksid 
 
4,95 22,39 cimen-8-ol 
 
4,80 26,87 limonen-10-ol 
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1,74 17,59 (E)-linaloloksid 
 
1,52 14,84 mircenol 
 
1,17 16,83 (Z)-linaloloksid 
frakcija 8 Citri 
aetheroleum 
48,52 29,65 limonen-1,2-diol 
 
8,62 23,92 (E)-karveol  
 
7,84 26,16 (E)-citral 
 
5,87 25,03 karvon 
 
5,05 24,53 (Z)-karveol 
 
2,19 24,78 (Z)-citral 
Iz Preglednice IV lahko razberemo, da je najpogostejša sestavina EO Citri aetheroleum 
monoterpen, limonen (89,62 %). Vrednost je precej visoka, vendar primerna, če upoštevamo 
rezultate iz Preglednice I, kjer lahko vidimo, da masa začetnih frakcij, bogatih z limonenom, 
je približno 90 % celotne mase. Po pričakovanjih je največ limonena v začetnih frakcijah, 
izoliranih z destilacijo, saj gre za izrazito lipofilno spojino z nižjim vreliščem. V kasnejših 
frakcijah sta na prvem mestu po pogostosti monoterpenoida karvon in limonen-1,2-diol, saj 
imata večjo molekulsko maso in sta manj hlapna, poleg tega sta bolj polarna. Sestava frakcij 
1 in 5 ni primerljiva s sestavo Citri aetheroleum, obe pa imata visoko vsebnost 
monoterpenov in manj polarnih monoterpenoidov. Mednje sodijo limonen, p-cimen in β-
pinen, α-pinen, sabinen in limonenoksid. Deleži teh spojin se v posameznih vzorcih 
razlikujejo za manj kot 2 %.  
Preglednica V: Podatki GC-MS analize vzorcev, pridobljenih s kolonsko kromatografijo Citri aetheroleum 
Frakcija  Vzorec (združena 
vsebina epruvet) 
Površina pod 
vrhom [%] 
Retencijski 
čas [min] 
Spojina  
1 Vzorec (4−12) 100 29,63 limonen-1,2-diol 
 Vzorec (13−21) 26,98 25,00 karvon 
 
 
16,98 23,89 menta-1,8-dien-2-ol 
 
 
15,63 26,50 3-hidroksi-2-metil-5-
(prop-1-en-2-
il)cikloheksanon 
 Vzorec (23−35) 33,02 59,92 etil linoleat 
 
 
19,06 29,64 limonen-1,2-diol 
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 Vzorec (45−57) 54,39 17,57 (Z)-linaloloksid 
 
 
24,30 22,46 6-dimetil-3,7-oktadien-
2,6-diol 
 
 
12,27 21,80 (E)-linaloloksid  
(piranoid) 
 
 
9,04 15,13 γ-valerolakton 
 Vzorec (71−76) 32,39 23,90 (E)-karveol 
 
 
29,18 25,01 karvon 
 
 
12,37 26,50 karvonoksid 
 
 
11,79 22,38 cimen-8-ol 
 
 
8,55 16,82 linaloloksid 
 
 
5,72 26,84 limonen-10-ol 
6 Vzorec (5−9) 69,84 19,78 (Z)-limonenoksid 
 
 
11,71 22,80 (Z)-biciklo[2,2,1]hept-
2-en 
 
 
10,73 22,96 (E)-biciklo[2,2,1]hept-
2-en  
 
 
1,15 27,72 dihidrokarveol acetat 
 
 
0,85 27,55 tetradec-7-en-2-on 
 
 
0,79 27,89 4,8-dimetil-4,9-
dekadienal  
 Vzorec (18−23) 55,02 25,01 karvon 
 
 
11,57 24,76 (Z)-citral 
 
 
9,12 26,13 (E)-citral 
 
 
3,26 19,66 limonaketon 
 
 
2,97 26,48 perilaldehid 
 
 
1,32 25,91 karvonoksid 
 Vzorec (24−29) 40,62 26,14 (E)-citral 
 
 
18,04 24,77 (Z)-citral 
 
 
7,18 26,51 karvonoksid 
 
 
5,45 14,84 limonen 
 
 
2,75 25,01 karvon 
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2,14 23,91 (Z)-karveol 
 
 
1,52 29,64 tetradec-(7z)-en-2-on 
 
 
0,81 24,51 (Z)-karveol 
 
 
0,65 22,23 4-metil-acetofenon 
 
 
0,61 25,48 karvotanaceton 
 Vzorec (42−52) 38,25 18,24 linalol 
 
 
18,71 21,99 (E)-karveol 
 
 
12,02 14,84 limonen 
 
 
2,25 16,81 (Z)-linaloloksid 
 
 
2,21 17,58 (E)-linaloloksid 
 
 
1,90 20,00 (E)-limonenoksid  
 
 
1,59 25,02 karvon 
 
 
1,31 26,85 limonen-10-ol 
 
 
1,19 22,93 dihidrokarveol 
 
 
0,91 19,78 (Z)-limonenoksid  
 
 
0,91 23,90 (E)-karveol 
 
 
0,88 22,85 etiloktanoat 
 
 
0,86 22,46 heks-3-enilbutanoat 
 
 
0,83 14,61 cimen 
 
 
0,72 27,95 limonen-10-ol 
 
 
0,66 31,85 etiltetradekanoat 
 
 
0,61 26,39 kariofilenoksid 
 
 
0,44 25,47 karvotanaceton 
 
 
0,38 31,77 etilgeranat 
 
 
0,32 19,63 oktilformiat 
 
 
0,31 19,26 menta-2,8-dien-1-ol 
 
 
0,28 24,51 (Z)-karveol 
 Vzorec (60−69) 35,59 23,92 (Z)-karveol 
 
 
14,34 24,51 (E)-menta-1,8-dien-2-
ol 
 
 
12,01 19,26 menta-2,8-dien-1-ol 
 
 
11,82 23,00 (E)-karveol 
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4,98 22,42 izokarveol 
 
 
4,57 14,83 limonen 
 
 
4,02 25,01 karvon 
 
 
3,06 26,16 p-menta-1,8-dien-3-on 
 
 
2,27 16,79 sabinenhidrat 
 
 
1,42 24,37 (Z)-menta-1,8-dien-2-
ol 
 
 
1,33 20,57 β-terpineol 
 
 
0,95 22,77 α-terpineol 
 
 
0,67 26,49 karvonoksid 
 
 
0,41 20,15 pinokarveol 
 
 
0,28 14,60 p-cimen 
 Vzorec (75−88) 66,95 19,98 menta-2,8-dien-1-ol 
 
 
4,25 18,251 sabinenhidrat 
 
 
2,20 27,60 perilaalkohol 
 
 
1,21 19,46 etilcikloten 
 
 
0,71 14,83 limonen 
 
 
0,47 29,64 tetradek-7-en-2-on 
 
 
0,38 3,63 n-heptan 
 
 
0,34 16,86 n-oktanol 
 
 
0,28 21,98 karveol 
 
 
0,26 3,19 heksahidrobenzen 
 Vzorec (110−116) 46,54 29,65 tetradek-7-en-2-on 
 
 
4,31 22,47 heks-3-enil butanoat 
8 Vzorec (4−6) 100 26,84 x 
 Vzorec (7−20) 65,52 25,01 karvon 
 
 
22,89 39,51 kariofilenoksid 
 
 
2,52 24,76 (Z)-citral 
 
 
2,14 26,46 perilaldehid 
 
 
1,73 26,14 citral 
 
 
1,72 40,59 humulenepoksid 
 
 
1,71 22,87 dihidrokarvon 
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 Vzorec (22−26) 21,97 25,01 karvon 
 
 
21,80 24,75 (Z)-citral 
 
 
18,20 26,13 (E)-citral 
 Vzorec (27−39) 43,34 26,13 (E)-citral 
 
 
25,93 24,76 (Z)-citral 
 
 
5,43 26,49 karvonoksid 
 
 
4,33 25,47 karvotanaceton 
 
 
4,18 25,01 karvon 
 
 
1,73 27,62 timol 
 Vzorec (41−50) 19,98 29,29 p-menta-1,4-dien-3-on 
 
 
5,80 21,99 karveol 
 
 
2,26 39,31 spatulenol 
 Vzorec (52−62) 35,19 23,90 (E)-karveol 
 
 
21,41 24,52 (Z)-karveol 
 
 
3,33 22,42 izokarveol 
 
 
2,74 27,23 limonen-10-ol 
 
 
2,47 22,77 α-terpineol 
 
 
1,87 35,10 seskvicineol 
 
 
1,66 19,27 menta-2,8-dien-1-ol 
 
 
1,35 24,38 menta-1,8-dien-2-ol 
 
 
0,89 25,02 karvon 
 Vzorec (73−76) 87,46 29,65 limonen-1,2-diol 
V frakcijah 1,6,8 EO Citri aetheroleum (pridobljenih z destilacijo) in dodatno očiščenih s 
kolonsko kromatografijo, smo opazili veliko spojin, prikazanih v Preglednici V, ki jih sprva 
v EO Citri aetheroleum nismo upoštevali. Razlog je v koncentraciji teh spojin v posameznih 
frakcijah po čiščenju s kolonsko kromatografijo, saj v EO je bila njihova vsebnost prenizka, 
da bi jih vključili v preglednice. Večina najpogostejših spojin v vzorcu je monoterpenoidov, 
najbolj pogosti so bili karveol, karvon, citral in limonen-1,2-diol. Pričakovali smo, da bomo 
v večji meri izolirali limonen glede na njegovo vsebnost v frakcijah EO Citri aetheroleum 
(pridobljenih z destilacijo). Najdemo ga sicer v vzorcu epruvet 42−52 kolonske 
kromatografije frakcije 6 (pridobljene z destilacijo), vendar v 12,02 %, kar je majhen delež, 
primerljiv z vsebnostjo limonena v celotni frakciji 6 (12,38 %). Pri kolonski kromatografiji 
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frakcije 1 pa smo v vzorcih epruvet 4−12 in 23−35 izolirali le njegov derivat, limonen-1,2-
diol. Razlagi sta lahko dve. Ali je limonen med meritvijo pri visoki temperaturi oksidiral, ali 
pa je bil v ostalih vzorcih frakcij,  katere so imele preveč lis na TLC kromatogramu in teh 
frakcij nismo dodatno analizirali. Frakcija 8 je bila zelo viskozna zaradi večje količine težko 
hlapnih snovi. V celoti jo predstavljajo terpenoidi, ki so neprimerno manj hlapni in bolj 
polarni kot terpeni.  
Preglednica VI: Podatki GC-MS analize izvlečkov limon in pomaranč 
Izvlečki Površina pod 
vrhom [%] 
Retencijski čas 
[min]  
Spojina  
izvleček limone 
(ekstrakcija) 
71,69 14,87 limonen 
 
9,89 16,24 γ-terpinen 
 
6,28 12,44 β-pinen  
 
1,84 36,60 β-bisabolen  
 
1,20 14,62 p-cimen 
 
1,10 33,50 α-bergamoten 
 
0,98 13,01 mircen 
 
0,94 22,78 α-terpineol 
 
0,90 26,15 (E)-citral 
 
0,89 12,23 sabinen 
 
0,78 30,25 (Z)-geranilacetat 
 
0,63 31,11 (E)-geranilacetat 
 
0,60 24,78 (Z)-citral 
 
0,46 10,5 α-pinen 
 
0,41 22,09 terpinen-4-ol 
 
0,35 32,914 kariofilen 
 
0,32 25,39 geraniol 
izvleček pomaranče 
(ekstrakcija) 
100 14,85   limonen 
EO limone 
(destilacija) 
75,05 14,87 limonen 
 
7,68 12,44 β-pinen 
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7,36 16,24 γ-terpinen  
 
1,06 14,63 p-cimen 
 
0,99 13,01 mircen 
 
0,98 10,50 α-pinen 
 
0,81 12,23 sabinen 
 
0,69 36,59 β-bisabolene 
 
0,68 25,38 geraniol 
 
0,52 24,78 (Z)-citral 
 
0,50 22,77 α-terpineol 
 
0,44 24,18 nerol 
 
0,44 33,49 α-bergamoten 
 
0,40 22,08 terpinen-4-ol 
 
0,39 26,15 (E)-citral 
 
0,34 17,54 terpinolen 
 
0,32 30,24 (Z)-geranilacetat 
 
0,26 18,24 linalol 
EO pomaranče 
(destilacija) 
65,30 22,77 α-terpineol 
 
23,51 24,25 1,8-epoksi-p-mentan-2-ol 
 
11,19 14,84 limonen 
EO limone (stisk) 100 14,86 limonen 
EO pomaranče (stisk) 63,99 14,84 limonen 
 
13,62 25,01 karvon 
 
6,55 23,90 (E)-karveol 
 
5,30 29,63 limonen-1,2-diol 
 
4,06 19,97 (Z)-menta-2,8-dien-1-ol  
 
3,07 19,26 (E)-menta-2,8-dien-1-ol  
 
1,45 27,94 (E)-2,8-menta-dien-1-ol 
odparjen hidrolat 
limone 
16,17 22,77 α-terpineol 
 
15,38 25,39 geraniol 
 
8,71 14,84 limonen 
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8,30 24,17 nerol 
 
5,4 26,14 citral 
 
5,17 22,07 terpinen-4-ol 
 
3,81 24,76 (Z)-citral 
 
3,03 18,23 linalol 
 
2,99 30,23 (Z)-geranilacetat 
 
2,78 24,28 3,7-dimetil-okt-7-enol 
 
2,51 14,61 p-cimen 
 
1,74 31,09 (E)-geranilacetat 
 
1,42 23,90 (E)-karveol 
 
1,39 25,02 karvon 
 
1,35 16,8 n-oktanol 
 
1,19 29,113 undec-9-en-1-al 
 
0,91 28,58 4,8-dimetil-4,9-
dekadienal 
 
0,81 36,58 β-bisabolen 
 
0,79 22,37 p-cimen-8-ol 
 
0,75 27,94 perilalkohol 
 
0,64 19,98 (E)-limonenoksid 
 
0,61 27,54 geranil formiat 
 
0,57 12,42 β-pinen 
 
0,55 21,67 izoborneol 
 
0,44 12,76 6-metil-hept-5-en-2-on 
 
0,42 33,48 α-bergamoten 
 
0,39 27,22 limonen-10-ol 
 
0,35 26,46 perilaldehid 
 
0,35 26,56 nerilformiat  
 
0,34 14,98 eukaliptol 
 
0,31 39,50 kariofilenoksid 
 
0,28 19,26 (E)-menta-2,8-dien-1-ol  
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Po pričakovanju je večina izoliranih izvlečkov limon in pomaranč vsebovala največji delež 
limonena, kar lahko vidimo v Preglednici VI. Čisti limonen smo izolirali s stiskanjem lupin 
limon in pri ekstrakciji koščkov lupin pomaranč z etilacetatom. Predvidevamo, da smo med 
postopki izolacije izvlečkov naredili napako, najverjetneje smo preveč časa odparevali pri 
znižanem tlaku in s tem poleg topila odstranili tudi druge hlapne sestavine. Od vseh vzorcev 
je imel hidrolat limone, ki smo mu uparili topilo, najbolj heterogen nabor sestavin. 
Presenetljivo pa nima noben izvleček primerljive sestave s EO Citri aetheroleum. Najbolj 
podobno sestavo imata izvlečka limone, pridobljena z destilacijo ali ekstrakcijo. Med 
pogostejšimi spojinami, ki so v vseh treh izvlečkih, so limonen, p-cimen, α- in β-pinen, citral 
in sabinen. Delež limonena v EO pomaranče, izoliranem z destilacijo, se razlikuje za 
približno 80 % od deleža v Citri aetheroleum, v EO pomaranče, izoliranem s stiskanjem, pa 
za približno 26 %. Zaradi prevelikega odstopanja ključne spojine, limonena, tudi te sestave 
niso primerljive.  
Najbolj pogoste spojine v izvlečkih  
Najbolj pogoste spojine, ki jih najdemo v izvlečkih limon in pomaranč ter frakcijah EO Citri 
aetheroleum, so limonen, karvon, citral in limonen-1,2-diol. Karvon je po kemijski strukturi 
podoben limonenu, le po vonju se bistveno razlikuje od ostalih treh, saj diši po meti. Spojina 
s citrusnim vonjem je citral. Gre za monoterpenski aldehid, ki je bolj polarn kot limonen.  V 
izvlečkih najdemo oba izomera, tako (Z)- kot (E)-. Pri opravljeni GC-MS analizi je 
povprečen retencijski čas (Z)-izomera 24,8 min, (E)-izomera pa 26,1 min. Za razliko od 
drugih treh je citral pri sobni temperaturi rahlo rumeno obarvana tekočina. Limonen-1,2-diol 
je zaradi hidroksilne skupine bistveno bolj polaren kot druge spojine, zato je bila njegova 
retardacija na silikagelu najdaljša. Njegova molekulska masa se giblje okoli 170 g/mol. 
Glede na podatke, pridobljene v literaturi, se vsebnosti limonena v EO limone gibljejo med 
60 in 70 %, ostale spojine v EO so predvsem monoterpeni (α-pinen, β-pinen, γ-terpinen). 
Kot lahko vidimo v Preglednici VII, pa so ostale spojine, poleg limonena, monoterpenoidi 
(citral, karvon, limonen-1,2-diol). To je lahko posledica različnih kakovosti EO, razmer 
gojenja rastline in rastišča ali pa kemijskih reakcij, ki so potekale med shranjevanjem.  
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Preglednica VII: Fizikalno-kemijske lastnosti limonena, karvona, citrala in limonen-1,2-diola 
Spojina Molekulska 
formula  
Molekulska masa 
[g/mol] 
Kemijska struktura 
limonen   C10H16 136,26 
 
karvon C10H14O 150,24 
 
citral C10H16O 152,26 
 
limonen-1,2-diol C10H18O2 170,28 
 
 
Uporaba dobljenih izvlečkov 
Za uporabo izvlečka v parfumu je pomemben en parameter, vonj. V eksperimentalnem delu 
smo opravili organoleptično analizo 8 frakcij EO Citri aetheroleum, pridobljenih z 
destilacijo. Če bi upoštevali samo vonj frakcij, bi lahko za izdelavo parfuma uporabili vse 
frakcije od 1 do 7, saj so imele bodisi izrazit vonj po limoni bodisi šibek. Po opravljeni GC-
MS analizi pa sklepamo, da bi lahko uporabili samo frakciji 1 in 5, saj obe vsebujeta nad 
90% limonena. Le-ta daje citrusni vonj. Frakciji 6 in 7 pa vsebujeta največ karvona, ki diši 
po meti in je lahko produkt avtooksidacije limonena.   
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6 SKLEP 
V okviru diplomske naloge smo uspešno pripravili izvlečke limon in pomaranč po 3 različnih 
postopkih. Njihovo sestavo smo primerjali z EO Citri aetheroleum iz leta 1985 s plinsko 
kromatografijo, sklopljeno z masno spektrometrijo. Primerjali smo tudi frakcije, ki smo jih 
dobili z destilacijo EO Citri aetheroleum in nadalje čistili s kolonsko kromatografijo. 
Ključne ugotovitve so bile:  
▪ Začetna frakcija 1 Citri aetheroleum, pridobljena z destilacijo, je imela vonj po 
limoni in značilen rumen odtenek zaradi največjega deleža monoterpenov, zlasti 
limonena, kar smo potrdili z GC-MS.  
▪ Pri kolonski kromatografiji nam je uspelo izolirati največ 92 % čiste frakcije, čeprav 
smo ločevali frakcije, ki smo jih predhodno dobili z destilacijo Citri aetheroleum. 
▪ Sestavi izvlečka limon, pridobljenega z destilacijo ali ekstrakcijo, nista primerljivi s 
sestavo EO Citri aetheroleum, saj kljub največjemu deležu limonena ostalih sestavin 
ni v primerljivih deležih. Obstaja možnost, da je to posledica različnih kemijskih 
reakcij, predvsem oksidacij, ki so potekale zaradi shranjevanja nezaščiteno pred 
svetlobo in pri sobni temperaturi.  
▪ Najpogostejše spojine v analiziranih frakcijah in izvlečkih limon in pomaranč so 
monoterpen limonen in monoterpenoidi karvon, citral in limonen-1,2-diol.  
▪ Frakciji 1 in 5 pridobljeni z destilacijo EO Citri aetheroleum, sta edini primerni za 
uporabo v parfumih.  
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